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Podstaw formalm wykonania recenzji stanowi pismo Komisji DoktoegkRady
Naukowej z dnia 13.08.2015 r. (BRN-410/7/15), zgedm Uchwad nr 40/2013 Rady
Naukowej PIWet-PIB podfa w dniu 24.04.2013 r.

Wirusowa biegunka bydta i choroba btélmzowych (BVD-MD) stanowi aktualnie
powazny, narastajcy problem epizootyczny i ekonomiczny w hodowli taydzwitaszcza
mlecznego, w skaléwiata. Badania monitoringowe wykazaly szerokie raeptrzenienie
zakaen wirusem BVD-MD w wielu krajach, w tym rowniew Polsce, z seroprewalencj
przekraczajca czesto  80%. Due straty gospodarcze i narastanie problemow
migedzynarodowym obrocie zwiegtlami byty powodem opracowania i wdemia programow
uwalniania populacji bydta od wirusa BVD-MD, m. iz. wykorzystaniem szczepionek
znakowanych. tatwi utrzymywania s i szerzenia zaka&n wynika ze specyfiki samego
wirusa, jego zrénicowania biotypowego, genotypowego i podtypowego,wickszaci
bezobjawowego przebiegu zaka, zdoInaci zakaania ptodow we wczesnym okresiaag

i powodowania stanu tolerancji immunologicznej, ataszcza wywolywania zaken



przetrwatych, palczonych z brakiem produkcji przeciwciat iaglym siewstwem wirusa.
Wyrazem zranicowania wirusa BVD-MD s réwniez odmienne postacie kliniczne —
wirusowa biegunka bydta, choroba biflnzowych, zaburzenia rozrodu oraz przypadki tzw.
syndromu krwotocznego. Zmienstotego wirusa znajduje ta& odzwierciedlenie w rogoej
liczbie podtypow w ohgbie typow BVDV-1 i BVDV-2 oraz stanowcych coraz wiksze
zagraenie dla hodowli bydta i stwarzaych problemy diagnostyczne atypowych
pestiwiruséw, zaliczanych do typu BVDV-3. Zatem gebne jest prowadzenie stalej oceny
wystepowania wirusa BVD-MD w populacji bydta, opracowymie i doskonalenie technik
diagnostycznych oraz higca charakterystyka samego wirusa, zwlaszcza praopg metod
molekularnych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska weisw doskonale w ten nurt
badawczy i zapotrzebowanie praktyki terenowej, ot podgto w niej i rozwazano
szereg zagadmiemapcych istotm wartgs¢ w zakresie etiologii i epidemiologii zaken,

a zwlaszcza charakterystyki molekularnej szczepdmsa BVD-MD oraz due znaczenie
praktyczne dla diagnostyki i zwalczania choroby.

Rozpraw doktorskk mgr inz. Aleksandry Kuty stanowi spdjny tematycznie cykl
szé&ciu publikacji opatrzony wspolnym tytutem ,Wysiowanie oraz charakterystyka
molekularna szczepOw wirusa biegunki bydta w Pdlsce
W skiad cyklu wchodz nastpujace publikacje:
|. Praca przegbdowa

1. Kuta A., Larska M., Polak M.P.Zmudziiski J.F.: Atypical pestiviruses — risk for
cattle breeding and importance for the control @fibe viral diarrhea virus (BVDV).
Med. Weter. 2012,68, 84-87. (15 pkt; IF 0,196)

Il. Prace oryginalne

1. Larska M.,Kuta A., Polak M.P.: Evaluation of diagnostic methods tstidguish
between calves persistently and transiently inteetgh bovine viral diarrhoea virus
in respect to the presence of maternal antibodBeB. Vet. Inst. Pulawy 2013, 57,
311-317. (15 pkt; IF 0,365)

2. Kuta A., Polak M.P., Larska M.Zmudziski J.F.: Predominance of bovine viral
diarrhea virus 1b and 1d subtypes during eight syesdr survey in PolandVet.
Microbiol. 2013,166, 639-644. (40 pkt; IF 2,726)

3. Polak M.P.,Kuta A., Rybaltowski W., Rola J., Larska MZmudziski J.F.: First
report of Bovine Viral Diarrhea Virus- 2 infectidn cattle in PolandVet. J. 2014,
202, 643-645. (45 pkt; IF 2,165)



4. Kuta A., Polak M.P., Larska M.Zmudzihski J.F.: Genetic typing of bovine viral
diarrhoea virus (BVDV) by restriction fragment léngoolymorphism (RFLP) and
identification of a new subtype in Polariglll. Vet. Inst. Pulawy 2015,59, 19-22. (15
pkt; IF 0,365)

5. KutaA., Wozniakowski G., Polak M.P.: Cross-priming amplificatifor detection of
bovine viral diarrhea virus species 1 andJ2.Appl. Microbiol. 2015, 06/2015;
DOI: 10.1111/jam.12859. (30 pkt; IF 2,386)

W przedstawionym cyklu, opublikowanym w latach 2@IP5, pierwsz prag
stanowi artykut przegowy w kzyku polskim w czasopmie Medycyna Weterynaryjna, a
pozostate pi¢ prac to prace oryginalne, opublikowaneeg&yku angielskim w czasopismach
znajdupcych st w bazie JCR — Bulletin of the Veterinary InstitimePulawy — 2 prace i po
jednej pracy w Veterinary Microbiology, The Vetamy Journal i Journal of Applied
Microbiology. Sumaryczny IF prac tego cyklu wyn8s203, adczna liczba punktow wedtug
MNiSzW — 160. Wszystkie praca spracowaniami zbiorowymi, w czterech doktoranest j
pierwszym i w dwoéch drugim autorem, a Jej wkladcgrey ich powstanie zostat okdteny w
trzech pracach na 75%, 70% i 60% oraz w trzechagtaoa 50%, co znalazto potwierdzenie
w stosownych éwiadczeniach wspétautorow. Stanowi to dowdd wie roli doktorantki w
opracowywaniu koncepcji i wykonaniu badaraz przygotowaniu publikacji, aczkolwiek
zastanawia drugie miejsce doktorantki w pracach illll.3 w kontekcie Jej 50% i 60%
wkiadu w ich powstanie.

Opracowanie zawierage w/w cykl publikacji liczy 72 strony i obejmuje:
- QGwiadczenia promotora i autora rozprawy doktorskiej,
- Wykaz publikacji stanowgych rozpraw doktorsk,
- Wykaz stosowanych skrotow,
- Wstp,
- Celi zakres pracy,
- Metodyk bada, w tym Materiat do bada Uktad déwiadcze | Analize statystycza,
- Omowienie gtéwnych wynikéw prac éaiadczalnych,
- Whnioski,
- Streszczenia wegykach polskim i angielskim,
- Bibliografia,

- Publikacje stanowice rozpraw doktorsk.



We Wstpie doktorantka przedstawita wygpbwanie i znaczenie BVD-MD w
swiecie i w Polsce, gatunki wirusow nadeych do rodzajuPestivirus, wrazliwosé¢ zwierzt i
ludzi na zakaenie oraz budow wirusa, nasipnie omowita biotypy, genotypy i podtypy
BVDV, ich rozprzestrzenienie i znaczenie w wywotywa réznych postaci klinicznych.
Szczegola uwag: zwrdécita na znaczenie zaiea przetrwatych, dia zmiennd¢ genetycza
wirusa i zwizam z tym konieczn& doskonalenia diagnostyki laboratoryjnej do wykrpea
i charakterystyki molekularnej szczepdw, roOwniew kontelécie skutecznéi
immunoprofilaktyki swoistej. Wsgp dowodzi bardzo dobrej znajokmd badanej
problematyki.

Cel pracy zostat jasno sformutowany i obejmowatrakeerystylk molekularna oraz
analiz zmienndci genetycznej BVDV wyspujacego na terenie Polski i na tej podstawie
opracowanie skutecznych metod biologii molekularnmejch wdrazenie do rutynowej
diagnostyki zakzen bydta w celu identyfikacji zakan przetrwatych. Wydaje sj ze
opracowanie i optymalizacja metod molekularnych ipowy poprzedzé charakterystyk i
ocerg zmienndci BVDV i taka kolejnas¢ przedstawia zakres badaVynika z niego take, ze
réznorodne metody biologii molekularnej zostalty opmaane nie tylko do identyfikaciji
zwierzat zakaonych przetrwale, ale réwniedo analizy filogenetycznej i genotypowania
izolatbw oraz szybkiego wykrywania materialu geoehego BVDV w prébkach
terenowych.

W Metodyce bada przedstawiono w stosunkowo syntetycznej formie emiait
badawczy i ukiad daviadcze, natomiast w kolejnym podrozdziale omdwiono gtowne
wyniki prac déwiadczalnych. Szczegbétowe opisy metodyczne, wymhiida i dyskusg
przedstawiono w publikacjach stan@wych rozpraw doktorsk. Wyniki omowiono w
dwoch obszarach badawczych dogmxh analizy filogenetycznej i zmiensed genetycznej
BVDV oraz zastosowania metod molekularnych w diagyae i charakterystyce BVDV.
Uwzgledniapc uwag dotycaca celu pracy kolejn& tego omodwienia powinna by
odwrotna. Z przeprowadzonych baddoktorantka wycigneta pie¢ wnioskéw dowodacych
spetnienia zatzonych celdéw badawczych.

Opracowanie kiacza streszczenia wegykach polskim i angielskim oraz bibliografia
ztozona z 54 pozycji dobrze dobranego, nienumerowarpegoiennictwa zagranicznego i

krajowego. Na kacu opracowania zawarto kopie prac stangyech rozpraw doktorsk.



Tematyka publikacji wchodzych w sktad cyklu jest merytorycznie spoéjna i
dotyczy:
1. Analizy filogenetycznej polskich izolatow BVDV i of$lenia zmiennéci genetycznej
wirusa (prace 1.2 i 11.3).
2. Optymalizacji i zastosowania metod biologii molekulej w diagnostyce oraz

charakterystyce molekularnej BVDV (prace 1.1, li.4.5).

W opracowaniu nal@to réwnie wspomni€ o pracy l.1, ktéra co prawda nie jest
praa doswiadczaln, tylko przeghdowa, ale zostata wiczona w cykl stanowcy rozprave
doktorsky i zwraca uwag na rosmce znaczenie atypowych pestiwiruséw stamowch
zagraenie dla hodowli bydta oraz komplikigych diagnostyk&i zwalczanie BVD-MD.

W szerokich, dobrze zaplanowanych i konsekwentnjikowanych badaniach, przy
uzyciu najnowszych metod laboratoryjnych, w tym zwlzm molekularnych, z ktérych g2
zastosowano w tym obszarze badawczym po raz pigrwisiktorantka wraz z zespotem, w
ktorym pracowata uzyskata bardzo interesaji wartéciowe wyniki 0 znaczeniu zaréwno
poznawczym, jak i aplikacyjnym.

W badaniach dotyeazych analizy filogenetycznej polskich izolatow BVDtore
przeprowadzono zzyciem 70 izolatow wyizolowanych w latach 2004-204128 stadach
bydta w 12 wojewddztwach, wykazano umiarkowanezzigbwanie genetyczne BVDV i
dominacg w krajowych stadach podtypéw BVDV-1b i 1d, przyakn wystpowania podtypu
la, na ktorym oparte asaktualnie stosowane szczepionki (praca [1.2). &tdono
jednoczénie wystpowanie zwiergt zakaonych przetrwale w badanych stadach na poziomie
0,7% - 2,2%. Podkétenia wymagaze byty to pierwsze badania nad zmieftip genetycza
terenowych izolatow BVDV wyspujacych na terenie Polski.

Oryginalnym osignicciem byto wykrycie i opisanie pierwszego w Polse&aenia
bydta typem BVDV-2 w stadzie szczepionym przeciwBWID (praca 11.3). Stanowito to
dowdd koniecznéxi rozszerzenia zakresu stosowanych metod diagrmsggh do
réznicowania genotypow i podtypow oraz identyfikanyierzat zakaonych przetrwale.

Trzy prace cyklu (I.1, 1.4 i I1.5) dotyczyly wkaie optymalizacji i zastosowania
kilku metod molekularnych do diagnostyki i charaiggtyki BVDV. Wykazano,ze metoda
real-time RT-PCR umdiwia w jednokrotnym badaniu #@icowanie zwierat zakaonych
przetrwale (Pl) i przégiowo (TI), niezalenie od podtypu, wieku i statusu
immunologicznego, jest wysoce czuta oraz ulmoa pulowanie probek, skraca czas

wykonania i zmniejsza¢ koszty (praca I1.1).



Kolejna opracowaa metody diagnostycza jest analiza polimorfizmu diugoi
fragmentow restrykcyjnych (RFLP), urriwiajaca szybkie i skuteczne okfanie genotypow
i podtypéw BVDV, stanowica alternatyw dla sekwencjonowania. Zastugloktorantki i
zespotu byta identyfikacjaatmetod, nowego, dotychczas w Polsce nie opisanego, podtypu
BVDV-1le (praca I11.4). Unikalnym w skaliswiata osignigciem jest opracowanie i
zastosowanie po raz pierwszy metody kmye] amplifikacji (CPA) do szybkiego
wykrywania zwierzt przetrwale zakeonych BVDV-1 i BVDV-2 (praca 11.5)

Reasumujc nalery stwierdzé, ze spojny tematycznie cykl publikacji stanaoy
rozprave doktorsk, wickszagciowego wspoétautorstwa mgrznA. Kuty w opracowaniu
koncepcji, wykonaniu daviadcze, opracowaniu i interpretacji wynikow i przygotowan
publikacji, jest oryginalnym kompleksowym opracowean dotycacym charakterystyki
molekularnej BVDV i usprawnienia diagnostyki i zwzhnia BVD-MD i mae przyczyné
si¢ do poprawy sytuacji epizootycznej tej choroby wisee. Badania zawiekgjszereg
elementow nowatorskich, niekiedy unikalnych, zostaykonane metodycznie poprawnie, z
uzyciem odpowiednich do tego typu badmetod, a doktorantka przy ich wykonywaniu i
opracowywaniu wynikéw wykazata ¢siodpowiedm wiedz merytoryczm i umiejgtnoscia
samodzielnego ich prowadzenia.

Niezalenie od faktu, z prace stanowce rozpraw doktorsk byly recenzowane
szczego6towa ich analiza, jak réwaianaliza przedstawionego opracowania ujawnita pewne
niedocagniecia, rownie o charakterze polemicznym, ktore z obamitu recenzenta

zmuszony jestem przedstawy formie uwag krytycznych.

W tytule opracowania zabrakto elementu diagnostyganktorego dotyczyty trzy z

sz&iu prac cyklu;

Uzyta w tytule opracowania nazwa ,wirus biegunki @/dest zbyt uproszczona w
stosunku do petnej nazwy wirusaarciy;

- W wykazie publikacji praca I.1 jest napisana pcskgo| zatem i tytut powinien By
w¢zyku polskim;

- W danych bibliograficznych prac zwykle podajez |kroty, nie petne nazwy

czasopism;

- W wykazie skrotow i w tedcie opracowania skrét Tl powinien oznaczakaenie
przégiowe (transient infection), a nie ostre (acufedtion);

- W przypadku wyjénienia skrétow w wykazie nie ma potrzeby ich ponegm

wyjaniania w tekcie opracowania;



Nalezatoby ujednoliat stosowane okiégenia — wiriony BVDV, casteczki BVDV
(str. 5), wiriony wirusa, gztki wirusa (str. 21);

Probki wykorzystywane w badaniach nal® wymienté na pocatku podrozdziatu
3.1 (str. 13);

Wyijasnienia wymaga wniosek 1 dotygz powszechnai wyskpowania zakzen
BVDV u bydta w Polsce — w ramach leykie prowadzono takich baglaBadania
filogenetyczne styiraczej charakterystyce molekularnej szczepéweaoenie
wysipowania zakzen;

We wniosku 2 chodzi o warianty czy podtypy wirusa ?

Praca Il.5:

e uzyte w tytule i streszczeniu olglenie ,species” oznacza gatunek wirusa, a 1i 2 to
typy lub genotypy;

* w Materiatach i metodach (str. 2) podane,uzyto 8 r&nych genotypéw BVDV, a
znane na razieagylko 3 — powinno by podtypy BVDV.

Niescistosci badz niezkczne sformutowania:
* str. 8 — ,seroreagentow dodatnich” — raczej ,zwieeserologicznie dodatnich”;
* str. 14 — ,surowica krwi” — wystarczy ,surowica”;
* str. 16 — ,reakcja RT-PCR” — drugie R w tym skrocmnacza reakej
» str. 25 — Zwiergta Pl wydalag zamiast wydzielajwirus;

* str. 28 — zmiana okékenia ,my study” na ,,our study”.

Przedstawione uwagi krytyczne, o charakterze weksagci porzdkowym,
wyjasniajacym lub polemicznym, ktére w zaiku z faktem,ze prace stanowte rozpraw
doktorslq zostaly ju wydrukowane nie majwiasciwie znaczenia, nie umniejsaajartcci
recenzowanej rozprawy i nie mayptywu na jej jednoznacznie pozytywnbardzo wysok
ocere.

We wniosku kacowym stwierdzam,ze przedstawiona rozprawa doktorska,
stanowica spojny tematycznie cykl soiu  publikacji pod wspélnym tytutem
~Wystepowanie oraz charakterystyka molekularna szczepdwsw biegunki bydia w
Polsce”, w petni odpowiada warunkom oltoenym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o siagh i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2003, Nr 65, poz. 595, ze zm.) oraz 8 6 Rozpimenia Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 22 wrgeia 2011 r. w sprawie szczegoétowego trybu i warumko



przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz
W postgpowaniu o nadaniu tytutu profesora (Dz. U. Nr 204, poz. 1200), dlatego przedktadam
Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Pafistwowego
Instytutu Badawczego w Putawach wniosek o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Kuty do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na wysoka wartosé
poznawczg przeprowadzonych badan, uzyskanie nowych, w tym unikalnych w skali
$wiatowej wynikow, poszerzajacych wiedz¢ na temat zakazen BVDV w Polsce, a takze ich
duza warto$¢ aplikacyjna w diagnostyce i zwalczaniu BVD-MD, wnioskuje¢ o wyréznienie

niniejszej rozprawy stosowna nagroda.




